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Abstrakt 
Zpracování signálů z moderních mikroskopů pro lokální 
charakterizaci materiálů 
Pro pokrok vyhodnocování obrazů sejmutých mikroskopy je zpracování obrazů stále 
důležitější. Tato práce se zabývá detekcí a odstraněním artefaktů z obrazů získaných pomocí 
elektronové mikroskopie, přesněji pomocí elektronové mikroskopie na nízkých energiích 
(LEEM). Dále nabízí další postup ve zpracování takovýchto obrazů pomocí hranové detekce a 
její teoretické využití. Tyto postupy jsou zpracovány v programovacím jazyce MatLAB. 
 
Signal processing from modern microscopes for local 
characteristics of materials 
Image processing is more and more important for the advancement of image evaluation 
taken from microscopes. This thesis  engages the problem of artefact detection and removal 
from images taken by electron microscope, more accurately by low energy electron 
microscopy (LEEM). It then offers a possible course of processing such images by edge 
detection and its theoretical use. These operations are all made in MatLAB language. 
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Úvod 
 
Rozvoj a užívání mikroskopů začal již v 16. století. Raná podoba optického mikroskopu 
byla soustava dvou čoček a umožňovala lidem vidět to, co pouhým okem nedokázali. Tato 
myšlenka pak provázela a povzbuzovala celý vývoj mikroskopů. Od klasických mikroskopů 
se přešlo k složitějším soustavám, a nakonec, když se narazilo na limitaci optických 
mikroskopů vlnovou délkou světla, hledalo se jiné řešení. Odpovědí byla elektronová 
mikroskopie. I dnes se neustále vyvíjejí nové a nové metody pro zlepšení rozlišovací 
schopnosti elektronových mikroskopů při co největším zvětšení. Čím se ale dostáváme 
hlouběji, tím je třeba více analýzy a zpracování získaných obrazů, ať už se jedná o odstranění 
šumu nebo automatické vyhodnocení výsledků.  
V této práci jsem se zabýval základními fyzikálními (zejména optickými a elektrickými) 
vlastnostmi organických a anorganických materiálů, které jsou potřebné pro pochopení funkce 
optických a elektronových mikroskopů, a následné zpracováním obrazů získaných 
z elektronových mikroskopů pomocí naprogramovaných metod, směřujících především           
k odstranění artefaktů a k hranové reprezentací.  
Diplomová práce je organizovaná následovně: 
V první části, Vlastnosti látek, jsou popsány základní fyzikální vlastnosti materiálů, ke 
kterým budeme postupně v mikroskopii přistupovat. Při studiu látek se nejčastěji používají 
metody pro výzkum a měření jejich  mechanických, teplotních, elektrických, magnetických či 
optických vlastností.  
Druhý oddíl, Optická mikroskopie, elektronová mikroskopie a krystalografie, se zabývá 
konstrukčními a operačními principy optických a elektronových mikroskopů, a základy 
krystalografie. Ty jsou nutné pro možnost interpretace dále zpracovávaných obrazů. Tato část 
je zaměřená více na elektronovou než optickou mikroskopii, protože obrazy pro další analýzu 
a zpracování jsou získány pomocí metody LEEM, tedy elektronové mikroskopie. Za 
současného stavu se pro získání potřebných snímků ze vzorků optická mikroskopie nehodí, a 
je tedy popsána pouze základně. 
Třetí část, Zpracování obrazů z elektronového mikroskopu, popisuje postup detekce a 
odstraňování artefaktů, hranovou detekci, a obsahuje informace o procesu vytváření 
používaného algoritmu. Dále následuje také stručný popis funkce a ovládání vytvořeného 
programu. I když se práce zabývá především anorganickými látkami, jsou výsledky významné 
i pro studium látek organických, které jsou ovšem velmi komplexní v důsledku jejich 
nehomogenity, anizotropie a často i nelinearity.  
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1. Vlastnosti látek 
 
Pro pochopení vzniku a funkce elektronové mikroskopie je důležité vzít v úvahu, že návrh 
elektronového mikroskopu vychází z některých jevů, které se objevují i v optické 
mikroskopii, především odraz a lom světla, rozptyl, ohyb a v neposlední řadě i absorpce 
vlnění v materiálech. Tyto vlastnosti jsou pak v elektronové mikroskopii obohaceny o to, že 
elektron nese náboj, a proto je ovlivnitelný magnetickým polem a mimo jiné i odporem a 
indukcí. Pro celkové pochopení problematiky je tedy dobré udělat si základní přehled o 
principech optických a elektrických jevů a zákonů a vlastnostech anorganických a 
organických látek.  
 
1.1 Optické vlastnosti 
 
Světlo jako takové je elektromagnetické vlnění složené ze dvou složek. Jedna je vyjádřena 
vektorem intenzity elektrického pole E, a druhá vektorem magnetické indukce B. Obě složky 
jsou kolmé navzájem i na směr šíření elektromagnetické vlny (obr. 1). 
 
 
Obrázek 1. Složky elektromagnetického vlnění [1] 
 
Pro elektromagnetické vlnění také platí korpuskulárně-vlnový dualismus, tedy dá se 
chápat jako vlnění a zároveň jako proud částic. Z hybnosti fotonu tedy lze určit jeho vlnovou 
délku, a naopak [2]: 
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 ,      (1.1) 
kde p je hybnost fotonu, h je Planckova konstanta, f je frekvence a c je rychlost světla ve 
vakuu. 
Jako vlnění světlo podléhá několika jevům při své interakci s látkou. Anorganické látky 
jsou obecně jednodušší na popis, jelikož jsou většinou homogenní, nemění se v čase, a 
zpravidla nepodléhají rozkladu v laboratorních podmínkách. Pro organické i anorganické 
objekty však platí tatáž pravidla, jen organické materiály jsou náročnější na popis. Mezi 
základní optické jevy patří odraz a lom světla na rozhraní dvou prostředí a jeho absorpce a 
rozptyl v materiálu (obr. 2).  
Z Descartova zákona odrazu vyplývá, že úhel dopadu se rovná úhlu odrazu, tedy α = α’. 
Lom vzniká na rozhranní dvou optických prostředí s různými indexy lomu (n1, n2), kde 
světelná vlna mění svoji rychlost a směr  
                       (1.2) 
Snelliův zákon postuluje tento jev.  Zde 1 je úhel dopadu na rozhraní a 2 úhel lomu do 
druhého prostředí. Přitom index lomu n lze definovat jako:   
        
 
 
  ,              (1.3) 
kde c je rychlost světla ve vakuu a v je rychlost světla v prostředí, v němž určujeme index 
lomu. 
Obecně mohou nastat dva stavy, a to sice lom od kolmice a ke kolmici. Pro lom ke 
kolmici je nutné, aby světlo přecházelo z prostředí opticky řidšího do hustšího. Úhel lomu je 
pak menší než úhel dopadu. Pro lom od kolmice platí opačné podmínky, tedy přechod 
z opticky hustšího do opticky řidšího prostředí, a s tím spojený větší úhel lomu než úhel 
dopadu. 
Třetím jevem je disperze, tedy rozptyl. Tento jev je pro využití v moderní optické 
mikroskopii, především v živých tkáních, ze tří základních optických jevů nejvýznamnější. 
Šíří-li se světlo hmotným prostředím, je částečně rozptylováno do všech směrů, podle 
rovnice: 
     
            
    
 ,                    (1.4) 
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kde    je tok rozptýleného světla látkou,    je světelný tok dopadajícího primárního 
svazku,   je úhel, který svírá rozptýlený paprsek s primárním, V je objem látky, k je 
konstantní funkce teploty, r je vzdálenost detektoru a   je vlnová délka záření. 
 
 
Obrázek 2. Interakce záření s hmotou 
 
Vidíme, že velikost toku rozptýleného světla klesá s rostoucí vlnovou délkou záření, tedy 
chceme-li dostat co nejvíce světla do hlubších částí prosvětlované látky, musíme použít kratší 
vlnovou délku. Pokud rozptylujeme polychromatické světlo, pak je více rozptýlená 
krátkovlnná složka (modrá barva) a naopak projde ta s vyšší vlnovou délkou (červená). 
Elektromagnetická vlna, která se šíří jedním směrem, vykazuje různé úhly kmitů složky 
intenzity elektrického pole. Takové světlo je pak nepolarizované. Chceme-li světlo 
polarizovat, učiníme tak buďto odrazem, lomem, nebo polarizátorem (nejjednodušeji 
polaroidem). 
Polarizace odrazem nastává, svírá-li prošlý a odražený paprsek úhel 90 ° (obr. 3). V tomto 
odraženém paprsku kmitá vektor elektrické intenzity E převážně v rovině kolmé k rovině 
dopadu. K tomuto jevu dochází, když paprsek dopadá pod Brewsterovým úhlem   . 
     
  
  
 ,              (1.5) 
kde    je index lomu prvního prostředí a    je index lomu druhého prostředí [2]. 
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Většinou při lomu světla dochází jen k částečné polarizaci. Výsledkem je světlo, jehož 
vektor elektrické intenzity E kmitá převážně rovnoběžně s rovinou dopadu. Klíčové je zde 
však slovo „převážně“, neboť jedním lomem nezískáme absolutní polarizaci. Chceme-li 
dostat polarizované světlo, použijeme druhý lom za pomocí skleněných destiček, nebo 
přírodně se vyskytujících či uměle vyrobených krystalů. Dobrým příkladem tohoto jevu 
v přírodě je krystal islandského vápence, ve kterém nastává polarizace dvojlomem. 
 
 
Obrázek 3 Polarizace odrazem [1] 
 
Polaroid je speciální polarizační filtr, který je zhotoven ze dvou vrstev průhledného 
materiálu, mezi nimiž je tenká vrstva látky s dlouhými molekulami. Při výrobě jsou tyto 
molekuly orientovány navzájem rovnoběžně, abychom docílili kýženého výsledku. Tímto 
filtrem se propustí pouze ty fotony, jejichž vektor intenzity elektrického pole E je rovnoběžný 
s orientací podlouhlých molekul. Je jasné, že takováto polarizace také nebude absolutní, i 
když je při porovnání k ostatním metodám velmi efektivní, a že průchodem světla tímto 
filtrem se světlo zeslabuje podle Malusova  zákona  
        
  ,           (1.6) 
protože filtr pohlcuje fotony s jinou orientací, kde I0 je intenzita dopadajícího světla a je 
úhel natočení filtru. Důkazem nám pak může být fakt, že postavíme li za první polarizátor filtr 
druhý, analyzátor, který bude mít orientaci podlouhlých molekul kolmou na molekuly 
v polarizátoru, neprojde foton žádný (obr. 4). 
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Obrázek 4. Polarizace absorpcí [1] 
 
V neposlední řadě je pro optiku tkání důležitý také Rayleighův a Mieův  rozptyl. První 
z nich popisuje pružný rozptyl elektromagnetického vlnění na částicích menších než je jeho 
vlnová délka, druhý potom na částicích srovnatelných s vlnovou délkou světla, přibližně a  
(0,5 – 10)
 
  
Obrázek 5.  Rayleighův a Mieův rozptyl 
 
K Rayleighovu jevu dochází při průchodu pevnými látkami, kapalinami i plyny.  Množství 
tohoto rozptylu záleží na velikosti částice a na vlnové délce světla. Většinou se uvažuje jen 
rozptyl na jedné sférické částici. Intenzita světla rozptýlená touto částicí je pak dána vztahem: 
    
       
   
 
  
 
 
 
 
    
    
  
 
 
 
 
  ,   (1.7) 
kde    je úhel rozptylu, R je vzdálenost k částici, d je průměr částice a n je index lomu částice.  
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1.2  Optické vlastnosti biologických tkání 
 
Biologické tkáně jsou, co se týče optických vlastností, nehomogenní prostředí s 
průměrným indexem lomu větším než vzduch. To způsobuje částečný odraz na rozhranní 
vzduch/tkáň, a částečný průnik. Pokud budeme uvažovat laserový paprsek, nastává 
několikanásobný rozptyl a absorpce, což má za důsledek rozšiřování laserového svazku. 
Zpětný směr je pak silně ovlivněn rozptylem podle Rayleighova modelu [3]. Proto je velmi 
důležité znát rozptylové a absorpční vlastnosti všech komponent tkáně, kterou paprsek 
prochází. Každá buňka, organela, vlákno či tekutina má vlastní sadu optických parametrů. 
Tyto jsou dány především jejich velikostí, tvarem, hustotou, materiálem a rozložením 
struktur. Z optického hlediska se jedná o indexy lomu, polarizaci, nehomogenitu (či naopak 
lokální homogenitu). Kvůli těmto vlastnostem je výběr správného typu modelu vnímání tkáně 
velmi často tou nejtěžší částí celého procesu.  
Pro modelování jsou v současné době používány především dva postupy. Jeden, který bere 
tkáň jako komplexní médium se spojitým náhodným rozložením optických vlastností, a 
druhý, který tkáň bere jako skupinu velikého množství diskrétních prvků.  
Výběr modelu by se měl řídit především třemi faktory, a to  
- zkoumaným materiálem a jeho vlastnostmi 
- zamýšleným cílem výzkumu 
- dostupností techniky. 
Z pohledu první varianty náhledu na tkáně je tedy většina tkání složena ze struktur 
různých tvarů a velikostí, ale přesto mohou být popsány jako náhodné rozdělení spojitě 
proměnného indexu lomu s různými velikosti lokálně homogenních oblastí. Pro tento případ 
je vhodné využít fázově kontrastní mikroskopii, která mimo jiné dokázala, že nehomogenity 
indexu lomu se v tkáních savců vyskytují [4].  
Druhý přístup vnímá tkáň jako soubor diskrétních rozptylových částic. Především se 
takovýto model dá použít k popisu úhlové závislosti polarizační charakteristiky rozptýleného 
záření. Z biologických tkání je nejdůležitější pro tento přístup krev, která díky své tělesné 
distribuční funkci obsahuje množství takovýchto částic, a proto je pro tento model ideální. 
Krev můžeme tedy modelovat jako množství sférických částic, protože většina buněk a 
mikroorganismů mají kulový či elipsoidní tvar. Systém navzájem se neovlivňujících kulových 
částic je pro popis a modelování tou nejjednodušší tkáňovou variantou. Lorenzovo-Mieovo-
Debyeovo řešení Maxwellových rovnic popisuje lom světla právě ve sférických částicích [5]. 
Tvorba tohoto modelu zahrnuje především zvážení struktury takovýchto částic, tedy 
vícevrstvost (u membrán), a částice s nehomogenitou, anizotropií a případnou optickou 
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aktivitou pro pojivovou či svalovou tkán. Pro kůži, rohovku, sklivec a další struktury tvořené 
kolagenem se nejlépe hodí model systému dlouhých válců [6] 
Buňky biologických tkání se vyskytují v rozmezí velikosti desítek nanometrů až stovky 
mikrometrů. Liší se nejen rozměry, ale i tvarem, vnitřní strukturou danou organelami, či 
výskytem těchto buněk, což je také třeba brát v potaz při každém uvažování o použití různých 
modelů. Například savčí kožní buňky jsou poměrem k ostatním buňkám v těle poměrně 
veliké, v řádu desítek mikrometrů ale tvarově převážně uniformní. Tukové buňky mají zase 
většinu svého objemu vyplněnou tukem, organely jsou utlačeny stranou, a proto jsou pro 
popis naprosto odlišné než většina ostatních buněk [7] 
Duté orgány v těle jsou ze strany dutiny pokryty buněčným epitelem, který je podpořen 
pojivovou tkání pod ním. Představíme-li si zdravou tkáň, jedná se většinou o jednu vrstvu 
epitelových buněk s poloměrem kolem 10 mikrometrů. Tkáň postižená nějakou formou 
abnormality se může změnit ve velikosti a zabarvení jádra či celé buňky [8].  
Pro složitější rozptylové vzory se můžeme podívat třeba na myokard, či vlákna retinálního 
nervu. Myokard se skládá převážně ze srdečních svalů, ten z myofibrilů, které jsou asi 1m 
široké, a ty se skládají následně z válcových myofilament a asférických mitochondrií. Vlákna 
očního nervu jsou tvořena svazky nemyelinizovaných axonů, které vedou přes povrch sítnice. 
Cylindrické organely očního nervu jsou tvořeny mikrotubuly, neurofilamenty a 
mitochondriemi, což dohromady dává směsici fosfolypidových dvojmembrán, dlouhých 
tubulárních polymerů tubulinu a stabilních bílkovinných polymerů. Je poměrně jasné, že 
rozdíly rozptylu v každé malé části těchto tkání budou nezanedbatelné [7]. 
Pro určité tkáně, především sklivec, vstupuje do hry také faktor absorpce světla a jeho 
následná přeměna na teplo, vyzáření ve formě fluorescence a využití ve fotochemických 
reakcích. Pro různá spektra se absorpce samozřejmě liší například v závislosti na obsahu vody 
v tkáních. Krátké vlnové délky pronikají tkání až na vzdálenosti 2,5 mm, kde se v mocninné 
závislosti snižuje jejich intenzita. Čím hlouběji se dostane, tím více typů tkáně a různých 
variant změn optických vlastností musíme brát na vědomí.  
Není snad nutno zdůrazňovat, že se jedná jen o velice povrchní přehled zdaleka 
nezahrnující všechny varianty. Slouží zde především k ilustraci náročnosti zvolení správného 
popisného modelu a variability optických vlastností podle velikého množství proměnných, 
jako jsou původ popisovaného vzorku, či způsob jeho obstarání a přípravy pro pozorování. 
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1.3 Elektrické vlastnosti 
 
Elektrický proud je realizován volnými elektrony ve vodičích prvního typu, či ionty ve 
vodičích druhého typu. Mezi vodiče prvního typu patří především kovy a uhlík ve formě 
grafitu. Tímto typem vedení nedochází ke změnám samotného materiálu z důvodu vedení 
proudu, i když ve tkáních může dojít k destrukci teplem.  Vodiče druhého typu jsou roztoky a 
taveniny solí. Ionty jsou větší než elektrony, a proto je jejich pohyblivost menší. Obecná 
vodivost těchto typů vodičů je tedy poměrně nižší než u elektronových vodičů. Přesouvající 
se ionty způsobují chemické změny. 
Schopnost vodiče vést elektrický proud je dána elektrickou vodivostí, což je převrácená 
hodnota elektrického odporu. Pro jednotkovou vodivost se používá konduktivita látky, 
převrácená hodnota je pak rezistivita. Vodivost lze vypočítat ze vztahu: 
   
 
 
 ,      (1.8) 
kde   je konduktivita vodiče,   je průřez vodiče a   je jeho délka. 
Odpor   jednoduchého obvodu je dán Ohmovým zákonem: 
  
 
 
 ,                                                                 (1.9) 
kde   je napětí v obvodu a   je proud, který jím protéká. 
Vodivost je také závislá na teplotě, kdy s rostoucí teplotou klesá vodivost, protože volné 
částice, které se neúčastní elektrického proudu, brání nabitým částicím v pohybu. Existují také 
upravené polovodiče, u kterých s rostoucí teplotou roste i vodivost. U těch vyšší teplota 
způsobí posunutí více elektronů z valenčního do vodivostního pásu, čímž se zvýší možnost 
vodivosti polovodiče. 
Potřebujeme-li uchovat náboj, využijeme jevu, který se nazývá kapacita. Za nejjednodušší 
formu kapacity lze považovat dvě paralelní plochy, kde jejich kapacita je přímo úměrná 
povrchu ploch a nepřímo úměrná vzdálenosti mezi nimi. Pro zlepšení efektivity je vhodné 
naplnit mezeru mezi plochami dielektrikem, což může výslednou kapacitu ovlivnit výraznou 
měrou. Každá z ploch je samozřejmě nabitá opačným nábojem. Jestliže tedy jako   vezmeme 
kladnou či zápornou velikost náboje, a   je napětí mezi plochami, rovnice pro výpočet 
základního tvaru kapacity je: 
  
 
 
                  (1.10) 
20 
 
Toto je však vzorec, který platí pro jednoduchý obvod se stejnosměrným proudem. Při 
použití střídavého proudu vstupuje do vztahu také frekvence, a tedy při vysoké frekvenci se 
kapacita bude velmi rychle vybíjet a nabíjet, což způsobí nepřetržitou výměnu, a indukce 
bude tímto co do vlastností pro elektrický obvod zredukována na pouhý odpor. 
Třetím hlavním jevem pro elektrické vlastnosti materiálu je indukce. Jedná se o vznik 
elektrického proudu ve vodiči, který se pohybuje v magnetickém poli. Naopak magnetické 
pole vzniká v okolí vodiče, kterým teče elektrický proud. Pro dosažení homogenního 
magnetického pole se pak používá solenoid. Maxwellova-Faradayova rovnice vyjadřuje, že 
časová změna magnetického pole je doprovázeno vznikem elektrického pole, měnícím se 
v prostoru, a časová změna elektrického pole je podmínkou vzniku pole magnetického, 
měnícím se v prostoru.  
Rovnice pak vypadá: 
     
  
  
 ,          (1.11) 
kde    je rotace,   je elektrické pole závislé na prostoru a čase, a   je magnetické pole 
závislé na prostoru a čase. Obecně tedy máme        a       . 
 Nicméně, pro využití v této konkrétní práci se jedná o jev nejméně důležitý, neboť 
v biologických materiálech nenastává, není-li do nich zavedena anorganická část. 
 
 
1.4 Elektrické vlastnosti biologických tkání 
 
Pro biologické tkáně platí stejná pravidla jako pro homogenní látky, s tím rozdílem, že 
biologická tkáň je, jako u optických vlastností, složeninou více prostředí s různými 
vlastnostmi. Existuje, například, náhradní elektrické schéma pro lidskou kůži, či pro celé 
lidské tělo. Je však nutno zmínit, že tyto vlastnosti se v elektronové mikroskopii, na kterou je 
tato práce zaměřena, nevyužívají. Samotná vodivost organické tkáně, ať už se jedná o 
samostatné buňky, nebo větší části skládající se z více buněk, je velmi nízká. Tkáně mají 
všeobecně špatné vlastnosti pro vedení proudu. Elektrické vlastnosti kůže, které je nutno 
charakterizovat při snímání elektrických impulzů z těla, jsou definovány především 
nejsvrchnější vrstvou zvanou Stratum Corneum. Tato vrstva je složena z odumřelých kožních 
buněk, které se obměňují co dva týdny. I když je to vrstva velmi tenká (kolem 20 µm), její 
vysoká resistivita z ní dělá nejsilnější odpor v lidském těle. Při střídavém proudu pod 
frekvence 10 kHz je podíl vrstvy stratum corneum až 50%, při vyšších frekvencích se však 
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začíná silně snižovat, až při 100 kHz je podíl na odporu jen 10%. Z toho je jasně vidět, že 
odpor kůže klesá úměrně s rostoucí frekvencí střídavého proudu [9].   
Vezmeme-li v úvahu dva základní typy elektronových mikroskopů, tedy transmisní a 
rastrovací, zjistíme, že v transmisním se elektrické vlastnosti tkání nepoužívají, neboť 
elektronový paprsek zde zastává funkci optického, tedy prochází preparátem jako vlnění.  
V rastrovacím by samostatná tkáň neposkytla dostatečný poměr signál šum a navíc by 
podléhala rychlé destrukci proudem elektronů. Proto se v rastrovacích mikroskopech 
biologický vzorek pokovuje, a tím se odstraní nutnost řešit vlastnosti samotné tkáně.  
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2. Optická mikroskopie, elektronová mikroskopie a 
krystalografie 
 
2.1 Optická mikroskopie 
První optické mikroskopy vznikly už v 16. století. Obecně fungují na principu interakce 
fotonů se vzorkem, ať už jde o odraz od objektu, nebo průchod vzorkem s pozměněním 
vlastností daných paprsků (tedy směr, polarizace…).  
Jako základní část mikroskopu se dají považovat čočky. Abychom mohli optickou 
soustavu, sestávající se z určitého množství čoček, nazývat mikroskopem, musí obsahovat 
objektiv a okulár. V nejjednodušší variantě může být každý z těchto prvků zastoupen jednou 
spojnou čočkou. Zatímco okulár je v mikroskopu přítomen především z důvodů jednoduchosti 
příjmu informace pro člověka a jeho oko, objektiv má na starosti hlavní funkci mikroskopu, 
jelikož určuje kvalitu pozorovaného obrazu. Má malou ohniskovou vzdálenost (čím větší 
zvětšení, tím menší ohnisková vzdálenost, a existují i varianty pro použití s tekutým médiem, 
jako je olej či voda). Samotná konstrukce objektivové čočky je významným oborem, protože 
vytvořit čočku, která bude trpět co nejmenším zatížením ze široké škály různých deformací 
obrazu, a zároveň bude plnit funkci, pro kterou je navržena, je velmi složitý proces. Vzhledem 
k dnešnímu stavu technických znalostí a pokročilosti se však optická mikroskopie dostala ke 
svému limitu zvětšení, který je dán vlnovou délkou světla. 
Vzniklo mnoho různých typů optických mikroskopů, v závislosti a oblasti využití a 
požadavcích uživatelů na formát výstupního obrazu. Jako jedno ze základních dělení můžeme 
použít transmisní (biologické) a odrazné (metalurgické) mikroskopy. Transmisní mikroskopy 
se používají především u biologických vzorků, protože membrány jsou pro světlo propustné. 
Můžeme tak vidět strukturu řezu, což bývá v dostupném zvětšení zpravidla důležitější, než 
povrch. Na druhou stranu odrazné mikroskopy jsou nejpoužívanější u kovů, kdy světlo 
vzorkem neprochází, ale odráží se zpět. Tím jsme schopni získat, na rozdíl od transmisních 
mikroskopů, informace o povrchu a případný materiálových defektech, avšak ne o jeho 
vnitřní struktuře[10]. 
Mezi další varianty optických mikroskopů patří například mikroskop pro fázový kontrast. 
Tato metoda umožňuje rozlišit struktury ve vzorku, které mají jiný index lomu, než jejich 
okolí. Používá se především v biologických tkáních, kde rozhranní některých buněčných 
struktur způsobuje rozdílem indexů lomu fázový posun. Ten je pak mikroskopem vyhodnocen 
jako rozdíl v intenzitě světla, což už je informace pro oko zpracovatelná [11]. 
V biologii také nacházejí využití fluorescenční či polarizační mikroskopy. Ve 
fluorescenčním mikroskopu je důležitá součástí výbojka. Pomocí té se vzorek ozáří za použití 
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určité vlnové délky, čímž se fluoroforům umožní toto záření zachytit a následně vydávat 
záření větší vlnové délky než bylo excitační vlnění, což můžeme zachytit jako změnu oproti 
okolí [12]. Polarizační mikroskopie je založená na využití lineárně polarizovaného světla. 
Když se polarizátor a analyzátor zkříží, tj. nastaví se kolmo k sobě, nevychází z okuláru žádné 
světlo, a tedy jednolomné látky nejsou vidět. Jsou-li však látky dvojlomné, mění rovinu vlny 
procházejícího světla, čímž se zobrazí i při závěrném nastavení polarizačních filtrů. Tohoto 
lze využít u krystalicky uspořádaných buněčných struktur, jako jsou kostní výbrusy, celulóza 
a další [13]. 
 
 
2.2 Skenovací optická mikroskopie v blízkém poli 
 
I když se nejedná o přímého nástupce výše uvedených příkladů mikroskopů, které 
rozhodně nejsou jedinými variantami využití optické mikroskopie, je v dnešní době velmi 
populární skenovací mikroskopie v blízkém optickém pole (SNOM).  
Hlavním prvkem SNOMu je hrotová soda. Nejčastěji se jedná o jednovidové optické 
vlákno, vyrobené leptáním či tažením, aby bylo dosaženo dostatečně tenkého a ostrého hrotu. 
Na jeho konci je vytvořen otvor o velikosti menší než je vlnová délka používaného záření. 
Vlákno bývá většinou pokoveno, aby nepouštělo světlo ze sondy jinam, než je v mikroskopu 
potřeba. Takto vyrobené vlákno je však nejen velmi složité na výrobu, ale také velmi křehké, 
a jakýkoliv kontakt s povrchem ho může poškodit do nepoužitelného stavu [14]. 
Tato metoda obchází jeden z limitujících faktorů optické mikroskopie, způsobenou 
Rayleighovým kritériem. Z tohoto důvodu musí mít pozorovatelné detaily velikost nejméně 
0,2 µm pro viditelné světlo. Metoda SNOM mapuje povrch vzorku současně s osvětlením ze 
vzdálenosti menší, než je vlnová délka použitého záření (proto tedy označení blízké pole). 
Můžeme tedy sledovat jak světlo prošlé vzorkem, tak i fluorescenční projevy či rozptýlené 
světlo [15]. 
Když porovnáme funkci klasického optického mikroskopu a SNOMu, zjistíme, že se ve 
své podstatě příliš neliší. V klasickém mikroskopu je získán celý obraz najednou, zatímco 
v řádkovacím mikroskopu je získáván sekvenčně skenováním – posuvem hrotu nad povrchem 
předmětu. Druhým rozdílem je, že v klasické konstrukci je vzorek osvětlován zdrojem světla 
ve vzdáleném poli, u skenovacích mikroskopů se používá pole blízké. 
Jako zdroj takovéhoto záření se používá buďto výše popsaná hrotová sonda, mluvíme tedy 
o aperturním SNOMu, nebo laserové záření je zaostřeno na špici hrotu upevněného na 
pružném raménku. To se ohýbá díky přitažlivým nebo odpudivým van der Waalsovým silám 
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mezi povrchem a vzorkem, v případě, kdy vzdálenost mezi hrotem a předmětem je menší než 
10 nm. Pohyby ramene s hrotem způsobují posun odrazu a rozptyl laseru od hrotu, tedy 
rozptylový SNOM [16]. 
 
 
Obrázek 6. Schéma SNOM 
 
 
2.3 Základy elektronové mikroskopie 
 
Na počátku elektronové mikroskopie stál fakt, že optické mikroskopy nebyly schopné 
zobrazit dostatečně malé objekty, jaké by si lidé přáli. Bylo třeba zobrazovat buňky a jejich 
detaily, a vzhledem k tomu, že maximální hranice zobrazení světelného mikroskopu je kolem 
0,2 µm rozlišení, tedy 2000 zvětšení, musel být vyvinut jiný princip zobrazování.  Jako 
ideální varianta se ukázaly elektrony díky jejich vhodným vlastnostem. Záporný náboj 
elektronu umožňuje jeho urychlení elektrickým napětím, a podobně jako fotony, splňuje 
korpuskulárně-vlnový dualismus podle de Broglieho vztahu:  
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 ,                          (2.1) 
kde   je redukovaná Planckova konstanta, m je hmotnost a v rychlost elektronu. Po dosazení 
vyjde vlnová délka asi 105 kratší než u světla. Urychlovacím napětím můžeme dosáhnout 
násobného zrychlení elektronů, a tedy i zmenšení vlnové délky až v jednotkách pikometrů. Při 
urychlovacím napětí větším než U = 100 kV je však třeba do výpočtu zavést relativistické 
korekce. 
Pro použitelnost mikroskopu je potřeba zajistit fokusaci proudu elektronů. Zde, vzhledem 
k náboji elektronu, lze použít magnetické pole, čímž dosáhneme podobného efektu jako u 
čočky optického mikroskopu. Pro toto magnetické pole vystačí solenoid. Dráhy elektronů, 
které vycházejí z bodového zdroje se s rostoucí vzdáleností rozcházejí. Projdou-li dráhy 
magnetickým polem solenoidu, lze je opět koncentrovat - fokusovat do jednoho bodu, ve 
kterém nám vznikne obraz. Takto jsou ovšem možné vyrobit pouze spojné čočky. 
Elektromagnetické „čočky“ mohou být zatíženy stejnými vadami, jako jejich optické 
protějšky. Sférická vada je neschopnost čočky zaostřit všechny dráhy paprsků vycházející 
z bodového zdroje zpět do jednoho bodu. To zapříčiňuje, že zvětšení na okrajích obrazu je 
jiné než v jeho středu. Chromatická vada vzniká díky rozdílným energiím ve svazku. 
Elektrony s větší vlnovou délkou, a tedy pomalejší, jsou vychylovány jinak, než ty s menší 
vlnovou délkou. V optické soustavě by se tento jev projevil barevným rozložením a 
zkreslením zobrazovaného objektu. Třetím defektem je pak osový astigmatismus, který je 
způsobený nesymetrií magnetického pole. Tyto tři problémy, a zkreslení vzniklé jejich 
následkem (aberace), jsou důvodem limitace využití plného potenciálu zobrazovacích 
schopností elektronových mikroskopů.  
Další velmi důležitou součástí elektronového mikroskopu je zdroj proudu elektronů. 
Obecně lze jako zdroj elektronů použít téměř jakýkoliv materiál, ve kterém při zahřátí na 
vysokou teplotu elektrony dostanou dostatečné množství energie pro překonání přirozené 
energetické bariéry, bránící jim v úniku. Tato potřebná energie je specifická pro každý 
materiál. Aby však byl zdroj použitelný, je potřeba aby poskytoval koherentní svazek 
elektronů, které vycházejí z bodového zdroje a mají všechny stejnou energii, a aby potřebné 
vakuum a potřebná teplota materiálu pro vypouštění elektronů byli dobře dosažitelné. 
Mezi jedny z nejlepších termoemisní zdrojů patří dodnes wolframové vlákno. Wolfram 
jako takový potřebuje relativně nízké vakuum. Jeho teplota tání se pohybuje kolem 3400°C, a 
žhaví se na 2800°C. Pro zlepšení funkčních vlastností se vlákno ohýbá do tvaru písmene V 
(obr. 4). Tento zdroj má však životnost jen kolem jednoho měsíce. Dalším materiálem 
používaným pro termoemisní zdroje je Lanthanhexaborid (LaB6) (obr. 8), který je schopen 
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vyzařovat až desetinásobné množství elektronů při zahřátí na 2100°C. Jeho teplota tání je asi 
1700°C, a životnost mívá až jeden rok. 
 
 
Obrázek 7. Wolframové vlákno [17] 
 
 
Obrázek 8. Krystal LaB6  [17] 
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Mimo termoemisní zdroje existují také zdroje autoemisní. Pro tyto účely se používá 
wolframové vlákno, které je odleptané do hrotu (obr 9.). Samotná studená emise, či 
autoemise, je vyvolána silným elektrickým polem. Proti hrotu se postaví elektroda s kladným 
napětím a elektrické pole kolem hrotu vytrhává elektrony z jeho povrchu. Tato metoda 
zaručuje také mnohem větší trvanlivost wolframového vlákna, než u termoemisního použití, 
ale značnou nevýhodou je mnohem větší hodnota vakua, která je potřebná pro provoz. 
 
 
Obrázek 9. Od hrotu odleptané wolframové vlákno [17] 
 
 
2.4 Interakce elektronů s preparátem 
 
Při dopadu primárního svazku elektronů na pozorovaný vzorek dochází zároveň 
k několika jevům. Kromě samotného průchodu, odrazu a absorpce elektronů ve vzorku lze 
zachytit sekundární elektrony, Augerovy elektrony, luminiscenci a charakteristické 
rentgenové záření [18]. 
Sekundární elektrony jsou ty, které byly vyraženy z vnější elektronové slupky atomů 
vzorku. Pro vznik sekundárních elektronů je však pravidlo, že musí být generovány v určité 
hloubce několika desítek nanometrů, přičemž mají poloviční energii než primární svazek. 
Při dopadu primárního svazku na vzorek se může uvolnit elektron přechodem z vyšší 
energetické hladiny do vakance. Nastane emise doprovázená uvolněním kvanta energie. Toto 
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mohou být buď Augerovy elektrony nebo charakteristické rentgenové záření. 
Pravděpodobnost vyzáření energie ve formě rentgenového záření nebo Augerových elektronů 
závisí na atomovém čísle prvku a vyskytuje se především u prvků lehčích. Jako poslední se 
může projevit emise fotonů, tedy katodoluminiscence. Většina těchto jevů je zachycována 
především ve skenovacím elektronovém mikroskopu, kde značně mohou zkreslit výsledek, 
nejsou-li správným způsobem filtrovány.  
 
 
Obrázek 10. Chování a následky dopadu primárního svazku na preparát [19] 
 
 
2.5 Transmisní elektronový mikroskop 
 
Jedním ze základních typů elektronových mikroskopů je transmisní elektronový 
mikroskop (TEM). Pracuje na principu průchodu elektronů preparátem. Zdroj je ve formě 
elektronové trysky. Jedná se o katodu, která emituje elektrony, a proti ní je postavená anoda 
s otvorem uprostřed, která elektrony přitahuje, zrychluje je a uděluje jim energii. Pro 
vycentrování trysky a nastavení stigmátoru se využívá jev, který nastane při podžhavení 
katody, tzv. dutý paprsek [20].  
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Po výletu z trysky procházejí elektrony soustavou magnetických kondenzorových čoček, 
poté preparátem, a následně další soustavou čoček. Preparát samotný je umístěn co nejblíže 
objektivu, protože čím větší zvětšení čočky, tím menší ohnisková vzdálenost. Po průchodu 
celou soustavou můžeme elektron zachytit buďto na stínítku, které se nejčastěji pokrývá 
tenkou vrstvou síranu zinečnatého (ZnS), protože ten emituje v závislosti na energii 
dopadajících elektronů světlo s vlnovou délkou kolem 450 nm, nebo můžeme elektrony 
zachytit pomocí CCD kamery a převést do digitálního tvaru. Kamerový záznam má mnoho 
výhod, především možnost zpracovat obraz pomocí filtrací a jiných digitálních procesů, ale 
má nižší rozlišení než fotografický záznam. 
Je nutno také zdůraznit, že biologické vzorky jsou tvořeny lehkými prvky, které samy o 
sobě nedostatečně rozptylují primární elektrony. V případě jejich fixace v pryskyřicích jsou 
navíc obklopeny hmotou, která má podobné složení jako preparát sám, a tedy i podobné 
rozptylové vlastnosti. Pro zvýšení kontrastu vzorku oproti médiu nebo okolí je tedy vhodné 
preparát barvit. Barví se především pomocí solí těžkých kovů, jako je olovo či osmium. Musí 
se však také brát ohled na to, že některé barvící metody a chemikálie mají ničivé účinky na 
vzorky, především jedná-li se o biologické tkáně. 
 
Obrázek 11. Obecné schéma transmisního elektronového mikroskopu 
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2.6 Příprava vzorku pro TEM 
 
Samotné vzorky určení pro elektronovou mikroskopii nesmí obsahovat vodu, protože 
v mikroskopu je kvůli emitování elektronů vakuum. Tloušťka preparátu také nesmí překročit 
určitou mez, která se většinou uvádí jako 100 nm. Obecně se dají vzorky pro TEM připravit 
metodou přímou, kdy pozorujeme samotný objekt, a nepřímou, kdy je v mikroskopu pouze 
replika objektu. 
Při metodě přímé je nutno preparát zbavit veškerých nežádoucích částí, jako je voda, viry, 
či malé částečky. Po barvení je tedy prvním krokem fixace. Cílem je zachovat strukturu 
preparátu v co nejméně změněné formě, a vzorek stabilizovat pro další kroky. Pro fixaci se 
používá buďto dehydratace a zalévání do pryskyřic, nebo stabilizace pomocí chemických 
činidel, jako je metanol, etanol, kyselina chlorovodíková, oxid osmičelý, manganistan 
draselný, či glutaraldehyd. Poté následuje řezání ultratenkých vrstev na ultramikrotomu, což 
je soustava stabilizačních a pohybových součástí, ve které je uchycen vzorek a nůž, nejčastěji 
z diamantu či skla. Samotný proces řezání je i při použití ultramikrotomu silně náchylný na 
vibrace, a proto je dobré mít tento přístroj na antivibračním stole. Po provedení řezu nastává 
fáze uchycení na kruhovou síťku, na které se poté preparát vkládá do mikroskopu. Z vlastní 
zkušenosti vím, že příprava blány na síťce je sama o sobě velmi náročná činnost, a společně 
se zpracováním samotného vzorku vyžaduje veliké množství času a zkušeností. 
Druhou variantou je vytvoření repliky. Otisk se vyrobí tak, že se buďto na objekt napaří 
vrstva uhlíku, a poté se tvar sejme pomocí plastické hmoty, nebo se používá mražení vzorku 
v tekutém dusíku. Vzorek se rozlomí a z lomné plochy se poté vytvoří platinouhlíková 
replika. Tato metoda je především vhodná pro studium membránových struktur [21]. 
 
2.7 Skenovací elektronový mikroskop 
 
Skenovací elektronový mikroskop (SEM) na rozdíl od transmisního používá odražené či 
sekundární elektrony, a proto lze pomocí něj zobrazit jen povrchy pozorovaných vzorků. Jeho 
výhodou je především velká hloubka ostrosti. Množství dějů, které se odehrávají na vzorku 
při dopadu primárního paprsku, může obraz silně znehodnotit, ale také může poskytnout 
veliké množství dodatečných informací. V dnešní době už ke zkreslení kvůli těmto procesům 
nedochází, neboť jsou na ně mikroskopy přizpůsobené, a naopak můžeme pomocí kupříkladu 
rentgenového záření či katodoluminiscence určit složení preparátu a kvantitativní zastoupení 
prvků. Skenovací mikroskop zachytává tedy signály, které preparát uvolnil do prostoru nad 
ním, tedy především odražené a sekundární elektrony, ze kterých poté skládá samotný obraz 
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povrchu. Primární paprsek je koncentrován do co nejmenší skvrnky (hrotu), s nímž je pak 
pohybováno v řádcích, odtud různé názvy řádkovací – rastrovací – skenovací mikroskop. 
Obraz můžeme ovlivnit například ostrostí hrotu, tedy fokusací primárního paprsku, či 
rychlostí skenování řádků. Máme-li ostřejší hrot a menší rychlost, budou informace detailnější 
a obraz čistší a přesnější. S tím však také přichází zátěž na vzorek samotný, neboť je energie 
svazku koncentrována do menšího bodu a paprsek zůstává na jednom místě déle. 
Nedostatečně pokovené vzorky mohou být takto spáleny.  
Stěžejním procesem pro tvorbu obrazu je detekce sekundárních elektronů. Díky jejich 
nízké energii se z vyšších částí vzorku dostane do detektoru více elektronů než z nižších, a tím 
je kódována topologie zobrazovaného objektu. 
Pro detekci se nejčastěji využívá Everhartův-Thornleyův detektor. Je tvořen scintilátorem, 
který při dopadu elektronů uvolní záblesk světla. To je vedeno světlovodem ven z vakuového 
prostoru mikroskopu křemenným průhledným oknem. Za ním je umístěn fotonásobič, který 
zachycený signál zesílí až 1 000 000. 
 
 
Obrázek 12. Obecné schéma skenovacího elektronového mikroskopu 
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2.8 Příprava vzorku pro SEM 
 
Preparát musí být bez cizorodých částic, bez vody, stabilní ve vakuu a nemělo by 
docházet k nabíjení vzorku, které se v mikroskopu projevuje jako silná hodnota jasu v bodě 
nabíjení a v jeho okolí, především v řádku s nabíjejícím se útvarem. Musí také vyzařovat 
dostatečné množství elektronů při dopadu primárního paprsku, aby bylo dost informací pro 
vytvoření obrazu. Ideální jsou vzorky, které mají nanometrické detaily povrchové struktury. 
Při přípravě biologického vzorku se musí preparát nejprve vysušit, obzvláště jedná-li se o 
kulturu buněk. To se většinou provádí v alkoholové řadě. Poté následuje fixace na vhodnou 
nosnou plochu, terčík. Není-li vzorek dostatečně aktivní při ozáření elektronovým proudem, 
je vhodné na něj napařit tenkou vrstvu kovu, nejčastěji zlata. Napařování je možno provést 
vakuovým napařováním, kde je kov zahřátý na teplotu, kdy se z něj začnou odpařovat 
molekuly, a ty pak dopadají na vše kolem, včetně preparátu, kde kondenzují, nebo pomocí 
iontového naprášení. To spočívá v usměrněném výboji v argonové atmosféře. Při výboji se 
plyn ionizuje, vzniklé ionty jsou přitáhnuty ke katodě, která je obklopena prstencem 
z naprašovaného kovu. Ionty vyrážejí částice kovu z prstence, které se rozptýlí a dalšími 
srážkami vytvoří mrak částic, který obalí povrch preparátu tenkou vrstvou kovu. 
 
2.9 Skenovací tunelový mikroskop 
 
Hlavním rozdílem mezi skenovacím elektronovým mikroskopem (SEM) a skenovacím 
tunelovým mikroskopem (STM) je ten, že SEM používá primární proud elektronových 
paprsků vycházející z trysky, kdežto STM zachycuje povrch pomocí tenkého hrotu, který se 
pohybuje těsně nad povrchem vzorku. Když se tento kovový hrot přiblíží k povrchu vodivého 
objektu, elektrony mohou tunelovat z hrotu na povrch objektu, nebo naopak. Protože je 
pravděpodobnost efektu tunelování exponenciálně závislá na vzdálenosti hrotu a vzorku, 
může se takto snímat povrch, udržujeme-li proud konstantní a zaznamenáváme polohu, tj. 
výšku hrotu nad vzorkem. 
Sonda STM musí být vodivá, kovová, nejlépe tedy platinová. Samotný hrot, 
nejvzdálenější část sondy, tvoří v ideálním případě jeden atom kovu. Takovýto hrot nemusí 
být nutně extrémně ostrý, ale při zkoumání prostorového rozložení určitých vzorků je celková 
tenkost sondy vyžadována. Teoreticky by se dalo říci, že čím menší je klustr atomů na hrotu, 
tím větší je možné zvětšení. Platinová sonda je ale pro mapování povrchu v přesnosti na 
atomy dostatečná. 
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Samotný proces tunelování je zapříčiněn dosažením a dostatečným překročením Fermiho 
energie. V kovu se energetické hladiny elektronů naplní až do Fermiho energie EF, a aby 
mohly opustit kov, musí se jim dodat další energie: výstupní práce. Když dostatečně 
přiblížíme vzorek a sondu, na obou stranách jsou elektrony připraveny na Fermiho hladině.             
K tomu, aby mohly přes krátkou vzdálenost vakua tunelovat na druhou stranu, stačí dodat už 
jen výstupní práci. Když jsou povrch a sonda drženy na stejném potenciálu, jsou všechny 
Fermiho hladiny zaplněny a není kam tunelovat. Proto mezi sondou a povrchem vzorku 
vytvoříme napětí, elektrony začnou tunelovat a to vytvoří tunelový proud. Ten závisí na 
napětí, vzdálenosti sondy a vzorku, a velikosti její výstupní funkce. Proto můžeme přes 
změny proudu určovat, jak se mění povrch [22]. 
 
 
Obrázek 13. Obecné schéma tunelového mikroskopu 
 
 
2.10 Základy krystalografie 
 
Materiál vzorku použitého v našem experimentu je měď. Pro výběr nejlepší metody měření 
topografie a lokálních kontrastů fyzikálních veličin povrchové vrstvy je tedy nutno nejprve 
uvažovat o struktuře samotného vzorku. Většina kovů má krystalický charakter. Převážná 
většina polovodičových (a tedy v dnešní době často sledovaných) materiálů je 
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polykrystalická. Jedná se tedy o agregáty malých monokrystalů. Některé materiály se 
používají v průmyslu v monokrystalické formě, jako například polovodičové čipy, nebo 
lopatky motorů turbín. V každé části svého objemu má monokrystal vždy stejným způsobem 
orientovanou mřížku. Vzorek pro mou práci však je polykrystal. 
Krystal je charakterizován periodickým uspořádáním atomů v prostoru. Abychom toto 
uspořádání popsali, používáme trojrozměrnou mřížku, definovanou jako uspořádání 
nekonečného počtu bodů, z nichž každý má stejné a stejně orientované okolí. Tyto body 
můžeme popsat pomocí vektorů rm : 
           ,     (2.2) 
kde (u,v,w) jsou trojice libovolných celých čísel a a, b, c jsou základní vektory mřížky, které 
spolu s úhly α, β, γ udávají parametry elementární buňky krystalu.  
Základní vlastností mřížky je to, že všechny její uzly jsou ekvivalentní, libovolných z nich 
proto můžeme považovat za počátek.  Celkem existuje 7 krystalových soustav (tabulka 1) 
 
Tabulka 1. Krystalové soustavy 
Triklinická (trojklonná) {a, b, c, α, β ,γ} a  b  c; α  β  γ 
Monoklinická (jednoklonná) {a, b, c, 90°, β, 90°} a  b  c; β  90° 
Hexagonální (šesterečná) {a, a, c, 90°, 90°, 120°} a = b  c 
Romboedrická (klencová) {a, a ,a, α, α, α} a = b = c; α  90° 
Ortorombická (kosočtverečná) {a, b, c, 90°, 90°, 90°} a  b  c 
Tetragonální (čtverečná) {a, a, c, 90°, 90°, 90°} a = b  c 
Kubická (krychlová) {a, a, a, 90°, 90°, 90°} a = b = c 
 
„Parametry krystalových soustav dávají vzniknout sedmi primitivním mřížkám, které 
obsahují pouze jeden uzel v elementární buňce. Pokud umístíme další uzly do krystalové 
mříže do pozice průsečíku stěnových či tělesových úhlopříček elementární buňky, dostáváme 
mřížky centrované. Centrované buňky se zavádějí, aby co nejlépe charakterizovaly symetrii 
struktury. Většinou tak, aby byly pravoúhlé a odlišují se od primitivních mřížek tím, že na 
elementární buňku připadá více než jeden mřížkový bod. Typy centrování jsou A,B,C,I a F, 
s mřížkovými pozicemi (u,v,w) [23]“: 
     
 
 
 
 
 
     
 
 
   
 
 
     
 
 
 
 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
    (2.3) 
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Centrováni typu I se též nazývá prostorové centrování, plošně centrovaná mřížka F 
vykazuje centrování typu A, B i C. 
Translační vektor rm udává i směr v krystalové mřížce, který se zapisuje čísly u, v, w jako 
[uvw]. Pokud jsou komponenty označující směr negativní, minus se zapisuje pruhem nad 
číslem. Zápis <uvw>pak značí všechny ekvivalentní směry v krystalu. 
Abychom mohli nejlépe posoudit krystalové roviny v našem vzorku, je nejlepší cestou 
určit si Millerovy indexy. Nejprve si posuneme rovinu mimo počátek souřadného systému a 
určíme délky úseků, které rovina vytíná na osách definovaných základními vektory mřížky 
(např. x = 2a, y = 3b/2, z = c/2). Poté určíme převrácené hodnoty jednotlivých úseků (1/2, 
3/2, 2) a odstraníme zlomky společným jmenovatelem. Získáme celé hodnoty (1, 3, 4). Tato 
tři čísla jsou Millerovy indexy roviny (hkl). Stejně jako v zápisu krystalového směru píšeme 
znaménko minus jako pruh nad příslušným číslem. Stejně tak platí pro indexy {hkl} zápis 
všech směrů ekvivalentní roviny. 
 
2.11 Elektronová mikroskopie pří nízkých energiích 
 
Pro získání obrazů  k následnému zpracování byla vybrána a použita metoda Low energy 
electron microscopy (LEEM).  Tato metoda umožňuje snížit dopadovou energii elektronů a 
tím dosáhnout zvýšení kontrastu. Pro snížení dopadové energie primárního svazku se používá 
katodová čočka. Jde o elektrostatickou čočku, která je vložena mezi vzorek a původní čočku 
skenovacího elektronového mikroskopu. Vytváří homogenní elektrostatické pole o velikosti 
několika milimetrů, ve kterém jsou elektrony zpomaleny před dopadem na vzorek. Toto 
předpětí tedy funguje jako negativně nabitý vzorek a uzemněný detektor odražených 
elektronů. Pro to, aby tato metoda fungovala, je nutné, aby vzorek byl plochý. Výčnělky na 
vzorku o velikosti už jeden mikrometr by za přítomnosti silného vnějšího pole mohly vyvolat 
autoemisi elektronů, což by narušilo elektrostatické pole generované čočkou, čímž by byl 
výsledný obraz značně zkreslen.  
Energii dopadajícího elektronu Edopad lze měnit velikostí nastaveného předpětí Upředpětí 
[24]: 
                                    (2.4) 
Rozlišení obrazu při použití katodové čočky je oproti klasickému SEM několikanásobně 
lepší. Ve standardním módu SEM, když je primární paprsek elektronů konstantní po celou 
jeho dráhu, se velikost oblasti dopadu primárního paprsku dá vyjádřit jako Edopad 
3/4
 [25]. To 
nám zabraňuje, abychom dosáhli nízkých energií primárních elektronů, a zároveň zachovali 
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dobrou rozlišovací schopnost. Kdybychom snížili energii z 10 keV na 1 eV, oblast dopadu by 
se zvětšila až o tři řády. Za použití různých korekčních faktorů bychom byli schopni upravit 
primární paprsek a zmenšit tím oblast dopadu, ale nezbavili bychom se závislosti na energii 
dopadajícího elektronu. Jediný způsob, jak můžeme oblast dopadu dostatečně zmenšit 
zároveň s větším rozlišením, je použít katodovou čočku s nulovou pracovní vzdáleností. 
Takto je proud elektronů udržován na konstantní energii po celou dobu a je zpomalen až těsně 
před dopadem díky předpětí. Je také možnost přidat ke katodové čočce scintilační detektor 
umístěný nad vzorkem, který následně urychlí elektrony do sebe. Takto je možno udržet 
zvětšení oblasti dopadu na  Edopad 
1/4
.  
Vzhledem k materiálům, ze kterých byly pořízeny obrazy pro následné zpracování, je 
nutno použít metodu snímání, ve které je možné dosáhnout dobrého kontrastu i v měřítku 
několika málo nanometrů, aniž by se v průběhu vzorek nějak poškodil, což se koncentrovanou 
energií primárního paprsku u nedostatečně pokovených biologických vzorků, či měkčích 
objektů obecně, stává velmi často.  
S poklesem energie primárního svazku roste výtěžek sekundárních (SE) i zpětně 
odražených elektronů (BSE). Zlepší se potenciálový kontrast, zmenší se interakční objem, což 
nám umožní získat informace o povrchu vzorku, a pod energii 100 eV se začíná snižovat 
radiační poškození.[26] 
 
2.12 Příprava vzorků pro LEEM 
 
Čištění vzorků u LEEM mikroskopu je ještě důležitější než u dalších zde popsaných 
variant (snad jen s výjimkou tunelového mikroskopu). Vzhledem ke zvětšením, ve kterých 
jsme schopni se s tímto přístupem pohybovat, může každé znečištění o velikosti jen setiny 
nanometru znamenat zkreslení větší části obrazu. Je tedy nutno dosáhnout atomicky čistého 
povrchu. Metody takového čistění se mohou silně lišit podle materiálu vzorku, krystalické 
formy, či čistoty. U přístrojů pracujících s vysokým vakuem je nutno se nejen zaměřit na 
čistotu části, kterou se hodláme zabývat, ale také na čistotu celého vzorku. Pro naše účely 
bude stačit, když budeme za atomicky čistý povrch považovat žíhaný povrch s celkovým 
povrchovým znečištěním menším než pár procent monovrstvy atomů. „Žíhání je zapotřebí pro 
zajištění toho, že jakékoliv studie provedené s takovýmto materiálem budou 
reprodukovatelné, a budou mít charakter povrchu téměř bez defektů. Odhady strukturální 
čistoty pro žíhané povrchy samotného krystalu byly získány z intenzit nízkoenergetické 
elektronové difrakce (LEED). Celková kontaminace povrchu menší než pár procent byla 
specifikována jako přijatelně čistá, protože dvě nejčastěji používané metody povrchové 
analýzy - Augerova elektronová spektroskopie (AES) a rentgenová fotonová spektroskopie 
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(XPS), které mají detekční limit kolem jednoho procenta monovrstvy pro jednotlivé prvky. 
Takto omezená kontaminace v prvních pár atomických vrstvách by neměla výrazně 
ovlivňovat výsledky většiny experimentů.“[27]  
 
 
Obrázek 14. Plocha získaná argonovým bombardováním při energii 20 eV v přiblížení 
1000x. 
 
Pro tuto práci byly vybrány polykrystaly mědi o rozměrech 10 x 10 x 1,6 mm, 
vyválcované za studena na 50% tloušťky. Byly elektrolyticky leštěny a následně omyty. Pak 
se přešlo k několika cyklům složeným z bombardování povrchu Ar ionty po dobu 30 minut a 
žíháním na 450°C. Po bombardování je povrch očištěn od hlubších nečistot a korodované 
vrstvy, zůstává však silně deformovaný a nevhodný pro samotné pozorování pod 
elektronovým mikroskopem. Proto nastoupí žíhání, které „uvolní“ krystalové mřížky, a dovolí 
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povrchu, aby se zacelil. Po takovéto proceduře získáme povrch, na kterém lze jasně vidět 
stopu po argonovém bombardování v ploše pouze leštěné. (obr. 14). Pro ověření čistoty 
povrchu se využívá Augerova spektroskopie. Je povrchově natolik citlivá, že snímá signál 
z hloubky několika atomových vrstev, ale detekuje až 0,01 monovrstvy. 
 
2.13 Augerův jev a spektrální analýza 
 
AES (Augerova Electron Spectroscopy) je nejrozšířenější metodou v rámci elektronových 
spektroskopií, hned po spektroskopii elektrony buzeného rtg. záření analyzovaného metodou 
EDS (Energy Dispersive Spectrometer) a WDS (Wavelength Dispersive SPectrometer). 
„Mechanismus emise Augerova elektronu je jevem komplementárním k emisi kvanta 
charakteristického rtg. záření. Oba jevy začínají ionizací atomu látky (nebo i volného atomu 
v plynné fázi) na některé z vnitřních obsazených elektronových hladin. K této ionizaci může 
dojít při nepružném rozptylu letícího elektronu, ale energii může dodat i foton nebo iont. 
Takto vzniklá vakance je v krátké době spontánně zaplněna elektronem z některé vyšší 
energiové hladiny. Přebytek energie je pak z atomu emitován buď zářivým jevem, tj. emisí 
kvanta charakteristického rtg. záření, nebo nezářivě emisní AE. Po emisi AE je tedy atom 
dvakrát ionizován a jevu se účastní tří obsazené elektronové hladiny – je tedy vyloučen u 
vodíku a hélia a u lithia může nastat jen v pevné fázi.“ [18] 
Následkem obou jevů je emise částice, jejíž energie vyplývá z vazebních energií 
zúčastněných elektronových hladin, takže stanovením energie částice lze zjistit, který atom 
opustila.  
Energie rtg. kvanta se dá vyjádřit jako: 
                                        (2.5) 
Energie Augerova elektronu se dá vyjádřit o něco složitějším vzorcem: 
                                     ,      (2.6) 
kde    1 vyjadřuje změnu vazebné energie elektronu v atomu v důsledku ionizace,   je 
výstupní práce látky,    je výstupní práce materialu analyzátoru. W je elektronová hladina 
původní ionizace, X je hladina, z níž byla vakance zaplněna a Y je hladina, ze které byl 
emitován Augerův elektron. 
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Není reálné, aby mohly nastat všechny kombinace elektronových hladin se stejnou 
pravděpodobností. Nejčastější jsou přechody, kdy hladiny X i Y jsou ze stejné slupky (o 
stejném kvantovém čísle n) jako hladina W nebo ze slupky o jedno vyšší. 
Vzhledem ke složitosti rovnice (2.6), a faktu že neexistují přísná výběrová pravidla, je 
množství čar ve spektrech Augerových elektronů vysoké. Ne všechny jsou stejné intenzivní, a 
sousedící čáry se často spojují a vytvářejí tak charakteristická spektrální maxima, která jdou 
využít pro rozpoznání pomocí moderních počítačových metod. 
Je nutné brát ohled také na fakt, že energie Augerových elektronů je ovlivněna nejenom 
samotným atomem, ale i jeho okolím. Chemické vazby s okolními atomy mění polohu 
nejvyšších elektronových hladin atomu podle rozložení vazeb. Tím jsou Augerovy píky 
ovlivněny natolik, že podle chemického složení látky se mění poloha a tvar píků. 
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3. Zpracování obrazů z elektronového mikroskopu 
 
Pro zpracování byly k dispozici dvě sady obrazů. Každá sada byla pořízena 
z vybroušeného povrchu čisté polykrystalické mědi, čištěné ve vakuové komoře procesem 
iontového čištění a žíhání. Zvětšení pří záznamu bylo 1.3333 × 103. 
 
 
Obrázek 15. Zástupce první sady snímání povrchu polykrystalické mědi 
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Obrázek 16. Zástupce druhé sady snímání povrchu polykrystalické mědi 
 
3.1 Detekce artefaktů 
 
Jedním z nejčastějších úkolů zpracování signálů, ať už 1D nebo 2D bývá eliminace šumu 
a artefaktů [28]. V tomto případě je přítomnost šumu silně potlačena funkcí mikroskopu a 
metodou sejmutí obrazu. Mnohem více do obrazu však zasahují artefakty [29]. Ty jsou 
způsobeny nečistotami na vzorku, kterých se nepodařilo i přes pečlivý proces čištění zbavit, 
nebo těmi, které se na vzorek dostaly z vnějšího prostředí.  
Nejlepší metodou pro odstranění klasického šumu by bylo použití jednoho nebo více 
mediánových filtrů. Ty jsou však vhodné pro šum impulsní. Artefakty na sejmutých obrazech 
by se normálně chovaly jako jakýkoliv jiný impulzní šum. Zabíraly by objem jednoho až dvou 
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pixelů, ztratily by se jednoduše mezi šumem vzniklým snímáním a byly by jednoduše 
odstranitelné spolu s impulzním šumem. Při použitém zvětšení však artefakty zabírají plochu 
mnohem větší, a jsou tedy odolné proti mediánovému filtru. Proto bylo nutné vytvořit jiný 
proces pro detekci a následné odstranění těchto artefaktů. 
Pro ilustraci procesu bude zde použit vždy jeden obraz z každé sady, protože čistění od 
artefaktů se provádí na každém obrazu zvlášť a není tedy důležité zohledňovat vztah 
jednotlivých obrazů snímaných při různých energií předpětí k sobě navzájem. 
Můžeme si všimnout, že první sada (obr. 15) je oproti sadě druhé (obr. 16) mnohem 
členitější, a bude tedy proto mnohem těžší provést jakékoliv operace s obrazy z této sady při 
minimálním zkreslení. 
Před zahájením výpočetních procesů byla pro zlepšení kvality detekce provedena úprava 
zastoupení jasu v obraze. Nebyla použita metoda ekvalizace histogramu, protože tato metoda 
by upravila nejen potřebný kontrast, ale také by vyznačila některé vady jednotlivých pixelů. 
Tím by se obraz silně zkreslil a hledat artefakty by pak bylo velmi složité. Úprava byla 
provedena tak, že 1% dat obrazu bylo nastaveno jako nejvyšší a nejnižší intenzity, zbytek byl 
rozprostřen podle poměru k maximu a minimu obrazu z původního stavu. 
Metoda detekce artefaktů využívá jako základní prvek svého algoritmu nalezení lokálního 
maxima. První verze programu pracovala s detekcí globálního maxima.  
Nejprve se nalezlo globální maximum jasu v daném obraze a poté se stanovil práh jasu 
v procentech z maxima. Pro účely získání ilustračních obrazů byl použit práh jasu o velikosti 
60%. Všechny pixely, které překročily hodnotou jasu tento práh, byly označeny za artefakty, a 
zaměřeny pro odstranění. Z obrázku 17 můžeme vidět, že tato metoda neoplývala dostatečně 
dobrou sensitivitou a z obrázku 18 plyne, že ani specificita nebyla dostatečná. Globální 
maximum se většinou pohybovalo velmi blízko k hodnotě 255 (popřípadě 1, použil-li se 
rozsah jasu od 0 do 1), a proto některá lokální maxima, která i na pohled velmi jasně patřila 
mezi artefakty, nebyla touto metodou zachycena. Z druhého pohledu však také byly za 
artefakty označeny velké plochy, jasně náležící krystalografické orientaci, která se při dané 
hodnotě předpětí jevila jako nejsvětlejší. Výsledné zobrazení artefaktů pak nepřineslo 
dostatečné množství informací za cenu zkreslení obrazu.  
43 
 
 
Obrázek 17. Detekce artefaktů pomocí globálního maxima pro zástupce první sady 
 
Obrázek 18. Detekce artefaktů pomocí globálního maxima pro zástupce druhé sady  
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Bylo proto nutné zavést jinou metodu detekce, než globální maximum. Logickým krokem 
bylo využití lokálního maxima. Při nastavené velikosti okna, při daných obrazech pohybující 
se kolem 20  20 pixelů, se určovalo maximum pouze v okně a procentuální práh jasu se 
aplikoval na hodnotu lokálního maxima okna. Okno postupně procestovalo celý obraz a do 
matice byly zaznamenány pozice takto získaných lokálních artefaktů. To sice zaručilo 
dostatečně velkou sensitivitu, ale specificita byla stále malá, protože se nám ve výčtu 
artefaktů neustále objevovaly velké plochy různých krystalografických orientací. 
Pro odstranění tohoto problému byly zavedeny dva další prahy. Jeden práh, který je zde 
nazván skupinový práh, a následující, finální práh. Skupinový práh má za úkol odhalit, zda 
detekované pixely jsou artefakty, nebo do obrazu patří. Tento práh se musí zadat ve formátu 
počtu pixelů a v rozsahu od 0 do rozměru okna. Pro většinu mých postupů tedy okno 20  20 
pixelů, tedy maximum skupinového prahu je 400 pixelů. Funguje pak tak, že při každém 
kroku vyhodnotí počet pixelů označených jako artefakty, a je-li tento počet vyšší než 
nastavený práh, nejsou tyto pixely v daném kroku zaznamenány do matice jako artefakty. Tím 
se dá předejít označení velkých ploch náležících do obrazu jako artefakty. V matici, do které 
se ukládají označené artefakty, má každý pixel přidělené číslo, které značí, kolikrát byl 
označen jako artefakt. Je jasné, že při průchodu okna obrazem budou pixely na horním a 
dolním konci vyšetřovány pouze jednou. V souladu s tím také další řady v blízkosti horního a 
dolního konce budou zpracovány méněkrát než pixely v centru obrazu, a to v závislosti na 
velikosti okna. To je sice nevýhoda tohoto postupu, ale v drtivé většině případů jsou hlavním 
cílem snímání objekty ve středu obrazu, a objekty na jeho okraji jsou velmi často podle 
různých metod snímání zkreslené či jinak deformované, a proto je tento postup přijatelný. 
Finální práh pak určuje, kolikrát musel být daný pixel označen za artefakt, aby byl jako 
artefakt opravdu vybrán.  
Při porovnání obrázků 17 a 19 pro první sadu a 18 a 20 pro druhou sadu zjistíme, že 
změnou typu vyhledávání artefaktů z globálního na lokální se nám pro první sadu silně 
zvýšila jak specificita tak i sensitivita, kdežto pro sadu druhou se nepatrně sensitivita snížila, 
ale vzrůst specificity tento pokles v kvalitě detekce vyrovnal více než dostatečně. 
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Obrázek 19. Detekce artefaktů pomocí lokálního maxima pro zástupce první sady 
 
 
Obrázek 20. Detekce artefaktů pomocí lokálního maxima pro zástupce druhé sady 
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3.2 Odstranění artefaktů 
 
Po úspěšné detekci artefaktů je nutné vytvořit postup, kterým je nahradíme za validní verzi 
obrazu. Vzhledem k tomu, že se jedná o více ložisek nerovnoměrně roztroušených po obraze 
s malou až žádnou návazností k obrazu samotnému, jako nejlepší a výpočetně nejméně 
náročná varianta vznikla metoda obrazových implantátů. 
V podstatě se jedná o velmi jednoduchý postup nahrazování údajů v jednom obraze údaji 
z druhého. Zpracovávaný obraz byl zkopírován, aby vznikly dvě varianty stejné scény. Jeden 
z těchto obrazů byl pak využit jako „dárce implantátu“ a druhý jako „příjemce“. 
 
 
Obrázek 21. Soustava mediánových filtrů pro zástupce první sady 
 
Obraz vybraný pro dárcovství byl podroben několikanásobnému zkreslení pomocí 
mediánových filtrů o různých velikostech. Tím se získal pro oko nečitelný rozmazaný obraz, 
který se sám o sobě nedal využít (obr. 21). 
Díky této úpravě byly jednotlivé pixely obrazu velmi zředěným průměrem jejich okolí. 
Podle detekovaných pozic artefaktů se pak vzal z dárcovského obrazu na stejných 
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souřadnicích příslušný počet pixelů a vložil se do přijímacího obrazu. Tím de facto vzniklo 
lokální použití mediánových filtrů jen v specifikovaných pixelech, což by jiným postupem 
bylo těžko dosažitelné. Celý proces „transplantace“ pixelů zakončil jeden mediánový filtr 3  
3 použit na celý obraz, aby simuloval vhojení implantátů (obr. 22).  
 
Obrázek 22. Odstraněné artefakty pro zástupce druhé sady 
 
Výsledkem je řešení, které funguje na menších až středních velikostech artefaktových 
seskupení, tedy u téměř celé plochy většiny obrazů, i když u velkých shluků tvoří 
rozeznatelné anomálie (obr. 23). Pokud by bylo třeba tyto anomálie odstranit, mohl by se 
obrázek podrobit tomuto algoritmu ještě jednou, či dvakrát. Tím by se však dospělo 
k částečnému zkreslení, které by nemuselo vyhovovat záměru dále tyto obrázky zpracovávat. 
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Obrázek 23. Odstraněné artefakty pro zástupce první sady s anomáliemi na místech větších 
ložisek artefaktů 
Pro porovnání efektivity navržené metody slouží tabulka 2. Zde můžeme vidět původní 
počet pixelů, označených za artefakty před použitím transplantační metody a po transplantaci 
na několika obrazech z obou sad. Kdyby byla použita místo transplantační metody soustava 
mediánových filtrů, dostali bychom sice zredukovaný počet pixelů, ale obraz natolik 
rozmazaný, že by se s ním nedalo již dále pracovat (obr. 21) 
Z tabulky 2 je pak poměrně jasně patrné, že kvalita obrazů z transplantační metody 
především u méně členité sady obrazů výrazně vzrostla odstraněním většiny artefaktů, což se i 
příslušně projevuje na počtech artefaktových pixelů. V první sadě byly po prvním průběhu 
odstranění artefaktů jako artefakty detekovány většinou jen okraje anomálních útvarů 
vzniklých transplantací do příliš velkých artefaktových shluků (obr. 24). Druhá sada má díky 
své menší členitosti mnohem větší úspěšnost odstranění nežádoucích pixelů, jejich výskyt se 
tak sníží na dvě až tři oblasti s většími rozměry artefaktových shluků, které jsou však okem již 
velmi těžko zaznamenatelné. 
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Tabulka 2. Porovnání počtu artefaktových pixelů před a po eliminaci artefaktů 
transplantační metodou s podtrženými dříve použitými zástupci jednotlivých sad (čísla 
v názvech značí hodnotu předpětí ve voltech) 
 Název obrázku Pixelů před Pixelů po 
První sada 4994.7 CuA 8733 1851 
 4996.8 CuA 9498 2894 
 4998.9 CuA 5553 2027 
 5001.0 CuA 3255 1191 
 5005.2 CuA 10562 2944 
Druhá sada 6005.3 CuPoly1303 2903 302 
 6005.6 CuPoly1303 2943 276 
 6005.9 CuPoly1303 2882 243 
 6006.2 CuPoly1303 2847 140 
 6006.5 CuPoly1303 2836 151 
 
 
 
Obrázek 24. Artefaktová reprezentace anomálií první sady 
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Tuto metodu odstraňování artefaktů můžeme porovnat s jinými metodami pro čištění 
obrázku od šumu. Kupříkladu metoda využívající neuronové sítě [28] je v určitých situacích 
mnohem efektivnější. Výhoda této metody je však taková, že na méně topograficky složitém 
povrchu může artefakty odstranit bez zkreslení či zásahu do okolního obrazu a tedy pro 
specializovanou roli, pro kterou byla navržena, je výkonnější. V neposlední řadě má také 
mnohem kratší výpočetní dobu, než složitější algoritmy.  
Protože v operaci detekce artefaktů vystupují 4 proměnné, tedy velikost okna a tři prahy, 
vytvořili jsme tabulku 3 pro porovnání efektivity při jejich změnách. Z ní můžeme vidět, že 
změna finálního prahu neovlivňuje dobu výpočtu téměř vůbec, ale zvolíme-li pro něj nízkou 
hodnotu, klesne specificita. Když bude hodnota finálního prahu naopak příliš vysoká, klesne 
sensitivita. Opačně se chová práh skupinový. Při volbě nižšího prahu jasu prudce stoupne 
sensitivita a zároveň klesne specificita. Velikost okna pak ovlivňuje především dobu výpočtu. 
V tabulce nejvíce využívané hodnoty, tedy velikost okna 20 pixelů, práh jasu 60%, skupinový 
práh 100 pixelů a finální práh 150 detekční skóre byly heuristicky stanoveny jako 
nejefektivnější. 
 
Tabulka 3. Detekce a eliminace artefaktů pro různé hodnoty nastavitelných proměnných 
na vzorovém obrázku z druhé sady (doba výpočtu je poměrná a může se lišit podle vybavení 
výpočetní jednotky, na kterém je program spouštěn) 
Velikost 
okna 
Práh jasu Skupinový 
práh 
Finální 
práh 
Doba 
výpočtu  
Detekované 
artefaktové pixely 
20 0,6 100 120 16,1 s 3068 
20 0,6 100 150 16.7 s 2826 
20 0,6 100 180 16.5 s 2661 
20 0,6 70 150 16,7 s 2450 
20 0,6 100 150 16,5 s 2519 
20 0,6 130 150 17,0 s 3115 
20 0,6 160 150 16,7 s 3527 
20 0,4 100 150 16,1 s 7064 
20 0,5 100 150 16,2 s 2826 
20 0,7 100 150 15,9 s 1882 
20 0,8 100 150 17,1 s 1387 
15 0,6 100 150 14,4 s 2777 
25 0,6 100 150 17,9 s 2762 
40 0,6 100 150 25.8 s 2727 
80 0,6 100 150 59.6 s 2556 
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3.3 Detekce hran 
 
Již při prvním pohledu na jakýkoliv z obrázků polykrystalické mědi (obr. 15, obr. 16) 
vidíme, že se zde vyskytuje větší množství útvarů. Jedná se o zrna s různou krystalografickou 
orientací, která se při zvolení určité velikosti pracovního předpětí mikroskopu zvýrazní. Pro 
různé hodnoty předpětí se lépe zobrazí jiné části předmětu. Sejmeme-li větší množství 
obrázků ze stejného vzorku pro měnící se hodnoty předpětí, získáme pokaždé obraz s jinak 
rozmístěnými jasovými hodnotami, i když se stále jedná o tentýž vzorek.  
 
3.3.1  Statický přístup 
 
Pro detekci hran se při zpracování obrazů většinou používá některý z hranových detektorů. 
Na výběr z existujících postupů máme kupříkladu ze Sobelova, Robinsonova či Kirschova 
operátoru, nebo je také možnost využít Cannyho detektor [30]. Ten je v dnešní době 
používaný v obecném postupu (protože pro specializované podmínky je třeba něco více 
modifikovatelného) zdaleka nejvíce. Jedná se o postup operací, které vedou k nalezení hran 
objektů v obraze. Jako první krok obsahuje eliminaci Gaussova šumu, který by mohl 
negativně ovlivnit proces vyhledávání hran. Poté následuje určení gradientu pomocí první 
derivace. Toto je klasický proces detekce hran, a je k němu vhodné využít kupříkladu Sobelův 
operátor. Následuje ztenčení hran, kdy se odstraní z hodnot gradientů ty, které nejsou 
lokálními maximy. Tak se zaručí, že hrana bude opravdu jen hrana, a ne i její okolí. Jako 
poslední krok se používá prahování. Protože po použití hranového operátoru jsou označeny i 
ty nejmenší a nejméně významné hrany, je nutné určit, které hrany jsou pro nás už dostatečně 
důležité, abychom je zachovali. Málo významné hrany jsou pak odstraněny. 
Nejprve je nutno poznamenat, že se vytváření hranové reprezentace provádí na obrázcích, 
ze kterých byly již odstraněny artefakty operacemi popsanými v předchozí části. Pro 
hranovou reprezentaci je i zde použit Cannyho detektor. Když se však aplikuje samotný, 
zjistíme, že nejen reaguje na části obrazu, které nejsou hranami jednotlivých zrn, ale například 
jejich prasklinami, ale že také podle zvoleného předpětí různé hrany nedetekuje vůbec. 
Abychom dosáhli nejlepšího možného výsledku při detekci, je v úvodu zavedena ekvalizace 
histogramu. To má za následek silně zašuměný obraz, který se sám o sobě prakticky využít 
nedá. Lidský pozorovatel by v takovémto obrázku hledal hrany s velkými obtížemi, protože je 
plný šumu. I když má v sobě Cannyho detektor zabudovaný filtr proti Gaussově šumu, bylo 
nutno přidat soustavu dvou mediánových filtrů. Ty sice mají ve zvyku obraz zkreslit a 
rozmazat do pro člověka nepoužitelné formy (obr 21), ale vzhledem k tomu, že se z takto 
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upravovaného obrázku pouze detekují hrany, které se následně zobrazují na nefiltrovaný 
původní obraz, můžeme si zkreslení dovolit, když to pomůže výpočetnímu procesu. Tyto tři 
kroky (tedy ekvalizace, filtrování a Cannyho detektor) dodaly dostatečné množství hran, ale 
nebyly schopny efektivně odstranit hrany, které nejsou hranami. Jedná se tedy o praskliny a 
nedotažené neuzavřené linie v obrázku. 
Jelikož prahování v Cannyho detektoru nebylo ani dostatečné, ani správnou cestou pro 
eliminaci přebytečných hran, musela se k této soustavě přidat ještě jedna operace, a to sice 
správně nastavené čištění hran. Pro takovéto čištění byla vytvořena matice 3 × 3, která má 
formu jednotkové matice s nulou na prostřední pozici. Jde tedy o zaznačení okolí bodu. 
Pomocí konvoluce hranové reprezentace v binárním tvaru s touto maticí získáme matici 
vyjadřující, jaké množství hranových pixelů se nachází v nejbližším 8-okolí vyšetřovaných 
bodů. Jako poslední krok je použit práh, který všechny pixely, které nejsou obklopeny 
hranami, tedy nejsou vnitřním členem nějaké hrany, popřípadě jsou osamoceným pixelem, 
nebo dvojicí pixelů, označených jako hrana, vymaže z hranové reprezentace. Vedlejším 
efektem této operace je, že jsou hrany o 1 pixel na každé straně tlustší. Protože se však hrany 
promítají do šedotónového obrazu, je tento projev hranového čištění využitelný pro lepší 
viditelnost v obraze (obr. 25).  
 
 
Obrázek 25. Výstup statického postupu detekce hran 
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Jako výsledek tedy vznikl algoritmus, kde po detekování a odstranění artefaktů 
transplantační metodou provedeme ekvalizaci histogramu, použijeme Cannyho detektor, a 
následně hrany pročistíme pomocí prohledávání okolí každého pixelu, čímž zjistíme 
důležitost hrany pro celkový obraz. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 26. Blokové schéma statického přístupu hranové detekce 
 
3.3.2 Dynamický přístup 
 
Přístup, který je zpracovaný v předchozí části, využívá pro hranovou reprezentaci jeden 
obrázek, tedy jednu hodnotu předpětí při snímání. To ovšem znamená, že některá zrna budou 
viditelná méně, některá více. Z tohoto důvodu nejsou nikdy zachytitelné všechny hrany všech 
zrn v obraze.  
Pro vylepšení hranové reprezentace byl zaveden dynamický přístup. Ten využívá větší 
množství zvolených obrázků sejmutých ze stejné scény s různým předpětím, abychom mohli 
zahrnout i hrany těžko viditelné v jednom obrázku. Ten se skládá ze tří hlavích částí.  
První část je v podstatě pouze lícování jednotlivých obrazů na sebe. Při změně předpětí 
v mikroskopu se sice pozorovaný vzorek samotný nepohne, ale snímací soustava ano. Tento 
posun je při porovnání dvou „sousedních“ obrazů nezaznamenatelný, ale provedeme-li změnu 
předpětí o 10 voltů, je posunutí už kolem dvou pixelů. Proto je nejprve nutné používané 
obrázky nastavit do stejné pozice oproti jednomu hlavnímu výchozímu obrázku. 
Načtení obrazu a 
zadání proměnných 
Detekce artefaktů Vytvoření 
dárcovského 
obrazu 
Nahrazení artefaktů 
dárcovskými pixely 
Čištění hran 
Mediánová filtrace 
vyčištěného obrazu 
Cannyho detektor 
Ekvalizace 
histogramu 
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Druhou částí je využití statického přístupu pro hranovou reprezentaci pro každý z obrázků. 
S těmito hranami pak můžeme nadále pracovat. 
Třetí část je skládání hran a jejich čištění. Hrany samotné můžeme sice přeložit přes sebe 
do jedné matice, ale dostaneme nejen hrany zbytečné a nedůležité, ale také hrany zdvojené, 
které jsou způsobeny chybou v lícování, či osvětlením praskliny. Proto je nutné, aby byla 
matice hranové reprezentace nejprve pročištěna prahováním. Poté, co jsou hrany složeny do 
jedné matice, nese v sobě každý prvek matice hodnotu, kolikrát byl ze zvolených obrazů 
vybrán jako hrana. Nastavením procentuálního prahu z množství použitých obrázků můžeme 
ovlivnit, kolikrát se musí hrany sejít, aby byly považovány za platné. Pro naše účely je práh 
nastaven na 35%. Jako další proces následuje soustava podobných čistících procesů, jako ve 
statickém přístupu, ale s postupně se zmenšujícím prahem pro výběr hrany, protože po 
sloučení hranových reprezentací dostaneme různé množství slepých konců a dvojitých hran. 
Touto kaskádou se většina z nežádoucích prvků odstraní, a následuje už jen ztenčení hran a 
odstranění osamocených pixelů jako dočištění matice. Výsledkem je více hran, než u 
statického přístupu, ale také o trochu více slepých ramen.  
 
 
Obrázek 27. Výstup dynamického postupu detekce 
 
55 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 28. Blokové schéma dynamického přístupu hranové detekce  
 
3.3.3 Využití detekovaných hran 
 
Samotná hranová reprezentace v obrázku polykrystalického kovu se většinou člověku lépe 
pozoruje a také zvýrazňuje rozhranní zrn pro větší pohodlnost. Nezvyšuje však informační 
výtěžnost samotného obrazu. Při použití dynamického postupu je možné zvýšit informační 
obsah hranami z jiných obrázků stejné scény, ale nejdůležitější využití hranové reprezentace 
přichází v automatických procesech pro klasifikaci vzorku. Kdyby se podařilo vytvořit 
bezchybnou hranovou reprezentaci, podchycující všechna zrna ve vzorku, bylo by možné za 
dodání údajů o hodnotě předpětí vytvořit mapu krystalografických orientací zrn přes celý 
obrázek, popřípadě obrázky sloučit a dostat tak zmapování všech pro nás důležitých oblastí i 
s jejich hodnotami a fyzikálními vlastnostmi. Pro takovéto využití je však nutno nejen dodat 
samotný algoritmus pro přiřazení atributů podle krystalografie vzorku, ale také hranovou 
reprezentaci zdokonalit, a především přizpůsobit kovu, metodě čištění a kvalitě vzorku 
samotného.  
 
3.4 Programové rozhranní 
 
Program pro tuto práci byl vytvořen v prostředí MatLAB s grafickým rozhranním. Při 
zapnutí programu se nám ukáže úvodní forma rozhranní, se všemi ovládacími prvky 
neaktivními, až na načtení hlavního obrazu (obr. 29). Hlavní obraz je vyžadován pro statickou 
i dynamickou metodu detekce hran. Při kterékoliv z těchto dvou metod se i automaticky 
provede čištění od artefaktů. 
Načtení obrazů a 
zadání proměnných 
Lícování vedlejšího 
obrazů 
k referenčnímu 
obrazu 
Statická detekce 
hran pro každý 
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Obrázek 29. Výchozí podoba grafického rozhranní programu 
Po načtení hlavního obrazu se vedle jeho tlačítka zobrazí rozměry obrazu, tedy počet 
řádků a sloupců. To je důležitá informace pro zadání velikosti hledacího okna a tří prahů, o 
nichž pojednávala kapitola 3.1. Jsou-li zadány hodnoty pro velikost okna a prahů, můžeme 
spustit statickou metodu výpočtu (obr. 30). 
Jako výstupní hodnoty velikosti okna, prahu jasu, skupinového prahu a finálního prahu 
jsou zadány hodnoty, pro které byly zjištěny nejlepší výsledky výpočtů. Je však možno tyto 
parametry měnit podle libosti. 
Chceme-li použít dynamickou metodu, je nutno nejdříve pomocí rolovacího panelu 
v pravé horní části, s defaultně nastavenou nulou, zadat množství vedlejších obrazů, které 
chceme, aby se podílely na dynamickém zpracování. Po zadání počtu se odemkne příslušné 
množství polí pro načtení obrazů. Až jsou všechny načteny, může se zpustit dynamické 
zpracování (obr. 31). Je nutno poznamenat, že tato metoda je díky většinou velkým rozměrům 
zpracovávaných obrázků poměrně časově náročná, a podle hardwarové výbavy počítače může 
trvat až několik minut. 
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Obrázek 30. Podoba grafického rozhranní po statickém přístupu detekce hran 
 
 
Obrázek 31. Podoba grafického rozhranní po dynamickém přístupu detekce hran 
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Závěr 
 
V současné době se využívá elektronové mikroskopie k stále více účelům. S tím se 
rozvíjejí nejen samotné metody snímání obrázků ze vzorku, ale také jejich zpracování a 
analýza. Čím blíže se dostáváme k vyššímu zvětšení, tím důležitější je odstranění šumu a 
artefaktů. S rostoucí rychlostí přípravy vzorků a větším množstvím mikroskopických 
pracovišť roste také potřeba alespoň částečného automatického vyhodnocení údajů ze 
získaných snímků. Pro tyto účely se dá využít metoda detekce artefaktů pomocí lokálních 
extrémů a transplantační metoda eliminace artefaktů. Díky své konstrukci nenaruší celý obraz, 
jako je tomu při použití některých šumových filtrů, a pokud není povrch vzorku příliš členitý, 
dosahuje velmi dobrých výsledků za poměrně krátkou dobu potřebnou k výpočtu. 
Vytváření hranové reprezentace je pak důležité především pro další možnosti 
automatického zpracování obrazů a jejich vyhodnocování. Je takto možné stanovit hranice zrn 
či jiných objektů a přiřadit jim příslušné hodnoty sledovaných fyzikálních veličin.  
Oba tyto procesy, tedy detekce a eliminace artefaktů a následný výpočet hranové 
reprezentace, jsou silně závislé na povrchu snímaného vzorku a jeho materiálu. Se změnou 
základních prvků pro tyto výpočty, jakým je například členitost povrchu nebo rozsáhlé 
defekty materiálu, se také mění efektivita těchto postupů. Je však třeba si uvědomit, že pro 
ideální zpracování obrazů by bylo nutné přizpůsobovat algoritmus ke každému novému 
vzorku, protože každý má jiná specifika a pokaždé může uživatel vyžadovat jiné informace.  
Jelikož jde o málo popsanou oblast praktického využití zpracování obrazů v elektronové 
mikroskopii, nelze tento přístup porovnávat s klasickými modely pro odstraňování šumu z 2D 
signálů. V neposlední řadě je také nutno podotknout, že kdybychom chtěli takto zpracovávat 
obrazy z biologických vzorků, také bychom dostali výsledek s určitou mírou užitečnosti, ale 
biologické tkáně jsou co do optických a elektrických vlastností silně nehomogenní a 
nelineární, a tedy efektivita algoritmu by klesla. 
Jedná se tedy o komplexní problém, a jedinou metodou nelze dojít k dokonalému cíli. 
Z tohoto důvodu byl vybrán jen jeden obecný přístup k problému, což má za následek ne 
zcela bezchybné odstranění artefaktů a detekce hran.  
Ač bylo dosaženo dobrých výsledků pro dané obrazy s relativně krátkou dobou výpočtu, 
pro širší aplikovatelnost algoritmu bude třeba věnovat další úsilí k rozvoji prozatím 
vytvořených postupů.  
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